Multidrog rezisztens tumorsejtek szelektív eliminálására képes vegyületek azonosítása és in vitro vizsgálata by Türk Dóra
 
 
Multidrog rezisztens tumorsejtek szelektív eliminálására képes 
vegyületek azonosítása és in vitro vizsgálata 
 



















Dr. Szakács Gergely  
MTA TTK ENZIMOLÓGIAI INTÉZET 
 
EÖTVÖS LORÁND TUDOMÁNYEGYETEM 
TERMÉSZETTUDOMÁNYI KAR 
BIOLÓGIA DOKTORI ISKOLA 
Iskolavezető: Prof. Dr. Erdei Anna 
MOLEKULÁRIS SEJT- ÉS NEUROBIOLÓGIA PROGRAM 







A rákbetegségek kemoterápiás kezelésének hatásosságát sok esetben jelentősen 
csökkenti a ráksejtek intracelluláris mechanizmusokon alapuló, toxikus hatásokkal 
szembeni ellenállóképessége, mely már az onkogenezis során is kialakulhat. Ezeknek a 
molekuláris mechanizmusoknak a megjelenése felelős a kezdetben hatékonynak 
bizonyuló terápiás szerek későbbi kezelési szakaszban jelentkező hatástalanságáért is. A 
számos különböző, rezisztenciát kialakító molekuláris mechanizmus közül kiemelt 
jelentősége van az ABC fehérjék családjába tartozó multidrog transzporter, az ABCB1 
kifejeződésének és működésének, ami a citosztatikumok igen széles spektrumával 
szemben biztosítja a ráksejtek védettségét. A sejtek plazmamembránjában expresszálódó 
ABCB1 extracelluláris tér felé irányuló, aktív, energiát igénylő molekulatranszportja 
nagyszámú, eltérő kémiai szerkezetű és hatásmechanizmusú terápiás szer intracelluláris 
térből való eltávolítására képes,a tumorsejtek ún. multidrog rezisztenciáját, azaz számos 
citosztatikummal szembeni egyidejű védettségét okozva.  
Az ABCB1 transzporter expressziója nemcsak a kemoterápiás rezisztenciát modellező, 
in vitro szelekcióval létrehozott rezisztens sejtvonalakon, hanem számos klinikai adat 
alapján in vivo, humán ráksejteken is gyakran kifejeződik. A klinikai vizsgálatok 
megállapították a fehérje kifejeződése és a transzporter-szubsztrát kemoterapeutikumok 
hatására adott csökkent terápiás válasz közötti szoros összefüggést, különösen akut 
mieloid leukémia, mellrák és kis sejtes tüdőrák esetében. Ezen rákbetegségeknél a 
vizsgálatok a betegek jelentős részében kimutatták az ABCB1 tumorsejteken való 
kifejeződését, az ABCB1 szubsztrát terapeutikumokkal való kezelés expressziót növelő 
hatását, és a transzporter jelenlétének a terápiás válasz gyakoriságát, a progresszió mentes 
időszak ill. a teljes túlélés hosszát szignifikánsan csökkentő hatását. A klinikai kísérletek, 
melyek a citosztatikumokkal való kezelést in vitro eredmények alapján igen hatékony, az 
ABCB1 transzporter efflux funkcióját gátló inhibitor molekulákkal egészítették ki, eddig 
nem bizonyultak alkalmasnak a kemoterápia hatékonyságának növelésére.  
Az 1950-es években először megfigyelt érdekes jelenség, a rezisztens sejtek 
túlérzékenysége bizonyos toxikumokkal szemben, ma már az antimikrobiális és rákellenes 
kemoterápiás rezisztenciát kísérő általános jelenségként írható le, a számos elszórt 
megfigyelésen alapuló irodalmi adat ismeretében (kollaterális érzékenység). A rezisztens 
sejtek túlérzékenységét okozhatja a rezisztenciát biztosító intracelluláris mechanizmus 
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maga, vagy egyéb, a sejtekben megjelenő molekuláris változás, mely a védettség 
mechanizmusától független.  
A rákgyógyítás mai megközelítése a tumorsejtek célzott pusztítása, mely a 
tumornövekedés ill. a tumorsejtek egyedi sajátosságait, molekuláris rezisztencia 
mechanizmusait használja ki a citotoxikus hatás ráksejtekhez való irányításához. 
Elképzelésünk az volt, hogy az ABCB1 transzporter működése által fenntartott multidrog 
rezisztenciát a fehérje funkciójának gátlása helyett, az ABCB1 funkciójának 
kihasználásával, szelektív módon elimináljuk. Számos leíró jellegű közlemény említi az 
ABCB1 transzportert kifejező sejtek toxikus vegyületekkel, kemoterapeutikumokkal 
szemben megnövekedett érzékenységét, ezért munkánkban az ABCB1 működése által 
okozott túlérzékenység jelenségét (MDR-szelektív toxicitás), mint a multidrog 
rezisztencia megoldásának új megközelítését vizsgáltuk. 
 
CÉLKITŰZÉSEK 
 Doktori kutatómunkám során az ABCB1 transzportert kifejező multidrog rezisztens 
(MDR) tumorsejtek célzott eliminálására alkalmas vegyületek azonosításával és in vitro 
vizsgálatával foglalkoztam, céljaim a következők voltak: 
 
 Az ABCB1 transzporter funkciója által okozott kollaterális érzékenység (MDR-
szelektív toxicitás) jelenségének szisztematikus megközelítéssel történő vizsgálata, 
az NCI-60 tumorsejtpanel ABCB1 mRNS expressziójának és drogérzékenységi 
mintázatának korrelációs analízisével. 
 Az in silico azonosított MDR-szelektív vegyületek aktivitásának in vitro tesztelése, 
validálása.  
 Az ABCB1 transzporter szerepének tisztázása az MDR-szelektív toxicitásban: az 
ABCB1 funkció szerepe. 
 Az ABCG2 transzporter hatásának vizsgálata az MDR-szelektív vegyületek 
toxicitására. 
 További MDR-szelektív vegyületek azonosítása hasonlóság-alapú molekulaszűréssel.  







Az MDR-szelektív vegyületeket in silico analízissel azonosítottuk a Developmental 
Therapeutics Program (DTP) 43 ezres vegyülettárából. Az NCI-60 (National Cancer 
Institute) sejtpanel ABCB1 mRNS expressziós mintázatának és DTP vegyületekkel 
szemben mutatott drogérzékenységének Pearson korrelációs elemzésével kerestünk 
MDR-szelektív molekulajelölteket. A vegyületek citotoxicitási profilját a DTP nyilvános 
adatbázisából töltöttük le (2007 július). A tumorsejtvonalak ABCB1 expressziós adatai 
kutatócsoportunk már előzőleg közölt eredményei.  
Az MDR-szelektív vegyületek in vitro validálásához a vegyületek többségét a DTP 
bocsátotta rendelkezésünkre, néhány vegyületet kollaborációs partenereinktől kaptunk, 
ill. megvásároltunk. A parentális és az ABCG2 ill. az ABCB1 transzportert 
overexpresszáló, drogszelekcióval, vagy retrovírális transzdukcióval létrehozott 
sejtvonalakat Dr. Michael M. Gottesmantól és Dr. Német Katalintól kaptuk. Az ABCB1 
transzporter Walker A mutációt hordozó, funkcióképtelen variánsát ill. a vad típusú 
fehérjét kifejező MDCKII sejtvonalakat Sleeping Beauty (SB) transzpozon-alapú 
génbeviteli rendszerrel állítottuk elő. Ehhez a Walker A mutációkat hordozó ABCB1 
cDNS-eket „site-directed” mutagenezissel hoztuk létre. A transzpozon és transzpozáz 
vektorokat Lipofectamin2000 reagenssel juttattuk a sejtekbe. Az ABCB1 pozitív sejteket 
MRK16 antitestes jelölés alapján áramlási citometriával válogattuk ki. 
A vegyületek citotoxikus hatását 72 órás droginkubáció után MTT esszével határoztuk 
meg a parentális sejteken, ill. a vad típusú ABCB1-et, a funkcióképtelen ABCB1 variánst 
ill. az ABCG2 transzportert kifejező sejtvonalakon. A vegyületek MDR-szelektív 
aktivitására a parentális és a transzportert overexpresszáló sejtvonalak IC50 (inhibitory 
concentration 50) értékeinek hányadosából következtettünk, azaz MDR-szelektív 
vegyületeknek tekintettük azokat az ágenseket, melyek szelektivitási aránya 
(IC50
parentális/IC50
MDR ) 1-nél nagyobb volt, ami az ABCB1 jelenlétében mért fokozott 
toxicitást mutatja. 
A vegyületek kémiai szerkezeti hasonlóságát Tanimoto koefficiens számolásával 
elemeztük. A vegyületcsoport strukturális koherenciáját a távolságmátrixból kiinduló 
hierarchikus klaszterezéssel analizáltuk. A szerkezeti motívumok alapján történő 
molekula-szűrést Tanimoto-hasonlósági kereséssel végeztük. Az NSC73306 Fe(II)-, 
Cu(II)- és Zn(II)-szulfát keverékeiben kialakuló fémkomplexek moláris összetételét 
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electrospray ionizációs tömegspektrometriával határoztuk meg 1:1 arányú metanol/víz 
elegyben. 
Az MDR-szelektív vegyületek hosszútávú hatásának vizsgálatához az ABCB1 
transzportert overexpresszáló sejteket 3 hétig tenyésztettük a vegyületek IC25 
koncentrációjában. A sejtek teljes ABCB1 fehérje tartalmát Western blot technika 
alkalmazásával határoztuk meg. A sejtfelszíni transzporter-kifejeződést áramlási 
citometriával követtük az ABCB1 extracelluláris epitópját felismerő MRK16 antitesttel 
történő jelölést követően. Az ABCB1 transzporter funkcióját az ABCB1 szubsztrát 
calcein-AM felvételének követésével vizsgáltuk áramlási citometriával. A sejtek relatív 
ABCB1 mRNS tartalmát teljes RNS izolálásból kiindulva, cDNS átírást követően, 
kvantitatív real-time PCR-rel, taqman esszével határoztuk meg, a β-aktin, vagy β2-
mikroglobulin háztartási gének mRNS expressziójához történő normalizálással.  
 
EREDMÉNYEK 
 Az NCI-60 sejtpanel drogérzékenységi és ABCB1 mRNS expressziós 
mintázatának Pearson korrelációs analízisével 21 új MDR-szelektív vegyületet 
azonosítottunk a DTP vegyülettárából. 
 Létrehoztuk és jellemeztük a funkcióképtelen, Walker A mutációt hordozó 
ABCB1 variánst és a vad típusú transzportert kifejező MDCKII sejtvonalakat.   
 Citotoxicitási esszékben igazoltuk, hogy az MDR-szelektív vegyületek fokozott 
toxikus hatását az ABCB1 működése váltja ki.   
 Számos humán és emlős MDR sejtmodellen mutattuk be, hogy az MDR-szelektív 
vegyületek a sejtek szöveti hátterétől függetlenül érzékenyítik a funkcionáló 
ABCB1 transzportert kifejező sejteket. 
 Igazoltuk, hogy a vegyületek szelektív aktivitását az ABCG2 multidrog 
transzporter funkciója nem váltja ki. 
 Az azonosított vegyületek kémiai szerkezetéből kiinduló hasonlósági kereséssel  
további 15 MDR-szelektív vegyületet azonosítottunk.  
 A hasonlóság-alapú molekulaszűréssel együtt összesen 13 MDR-szelektív 
tioszemikarbazon vegyületet azonosítva mutattuk meg a kémiai szerkezet és a 
szelektív aktivitás szoros összefüggését a vegyületcsoportban. 
 Igazoltuk, hogy az MDR-szelektív vegyületekkel való hosszútávú kezelés az 
ABCB1 fehérje és mRNS expressziós szintjét jelentős mértékben csökkentve 
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újraérzékenyíti az ABCB1 transzportert kifejező MDR sejteket az ABCB1 
szubsztrát kemoterapeutikumok toxikus hatására. 
 
KÖVETKEZTETÉSEK 
Összefoglalva elmondhatjuk, hogy a szisztematikus, in silico megközeléssel 
azonosított összesen 36 új MDR-szelektív vegyület igazolja az ABCB1 transzporter 
működésének multidrog rezisztens sejteket szelektív módon érzékenyítő hatását. Bár a 
szelektív toxicitás mechanizmusa egyelőre nem ismert, a számos, fémion-kötő 
képességgel rendelkező MDR-szelektív vegyület azonosítása valószínűsíti az 
intracelluláris fémion-kelálás fontos szerepét a mechanizmusban. Az azonosított MDR-
szelektív vegyületek alkalmasak lehetnek a multidrog rezisztens tumorsejtek célzott 
pusztítására, ill. hosszútávú kezeléssel ezen sejtek MDR fenotípusának visszafordítására, 
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